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略語表
本論文では、次の略語を使用した。
Apo－NCS
B－PER
BSA
CDR
CFU
2D－MR
DAB
£C仇行
e〟Cd
EtdBr
FAB－MS
FP
FPIA
GA
GA－BSA
IPTG
IT
LB培地
NCS
NCS－Chr
：neocarzinostatin apoprotein
：bacterial protein extraction reagent
：bovine serum albumin
：complementarity determining region
：colony forming unit
：two－dimensional nuclear magnetic resonance
：3，3’－diaminobenzidine
：血derJd行a c仇け
：apo－NCS gene for the expressionin EcoII
：ethidium bromide
：fast atom bombardment mass spectrometry
：fluorescence polarization
：fluorescence polarizationimmunoassay
：glycyrrhetic acid
：GA conJugated BSA
：isopropyl－β－D（－）－thiogalactopyranoside
：total fluorescenceintensity
：Luria－Bertani medium
：neocarzinostatin
：neocarzinostatin chromophore
PCR
PEG
SB培地
£ca〝ノ〟0gfarlc〟g
SDS－PAGE
SMANCS
：polymerase chain reaction
：polyethylene glycol
：super broth medium
：streptomyces carzinostaticus
：sodium dodecyl sulfate－pOlyacrylamide gel electrophoresis
：conjugateofneocarzinostatinandpoly（styrene－COmaleicacid
anhydride）
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第1章　緒言
ネオカルチノスタチン（neocarzinostatin、NCS）は、放線菌（Stz・PPtOmyCeS
carZl月0gねflc〃∫Var．ト41）の培養濾液より単離されたクロモタンパク質系抗
腫瘍性抗生物質（1）であり、肝がん、胃がん、膀胱がんや急性白血病などに有効
な治療薬である。NCSは、Fig．1に示すように、分子量約1万の酸性1本鎖ポ
リペプチド（NCS－apOprOtein、apO－NCS）と、光や熱に不安定な9員環エンジイ
ン構造を含むクロモホア（NCS－Chromophore、NCS－Chr）から1：1のモル比で構
成され、高分子抗生物質に分類される（2‾5）。
NCS chromophore（NCS－Chr）M．W．659
10　　　　　　　　　　　　　20　　　　　　　　　　　　　譲〕　　　　　　　　　　　　　40
AAPT＾TVTPSSGLSDGTVVKVAGAGLQ＾GTAYDVGQCAWV
DTGVL＾CN品DFSSVTAD品GSASTSLTJR RSFEGFLF品　NCS apoprotein（apo－NCS）113aa
！X】　　　　　　　　　　1（Ⅹ）　　　　　　　　　　110　　113
TRWGTVDCTT AACQVGLSDA AGNGPEGVAJ SFN
Fig．1Neocarzinostatin（NCS）
NCSの抗腫瘍活性は、不安定化学種のNCS－ChrがDNAに結合し、分子内でラ
ジカルを産生し、DNA　を切断することによると考えられている（6）。NCS－Chr　と
apo－NCSとの解離定数（Kd）は約0．1nMであり（7）、アポタンパク質の疎水性環
境により安定化される（8）。そして、細胞障害活性は、NCSからNCS－Chrが放出
されることにより発現する。すなわちapo－NCSは、化学的に不安定なNCS－Chr
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のパッキングキャリアタンパク質としての役割があるといえる。NCSは、数nM
で腫瘍細胞の増殖を抑制したことから、それまで汎用されていた5－フルオロウ
ラシル、アドリアマイシン、シスプラチン等をしのぐ抗がん剤として、その抗
腫瘍活性が評価される一方（9‾11）、動物実験（12）や臨床試験（13）により、骨髄抑制を
主とする重篤な毒性が問題とされている。さらに、マウスにおいてその半減期
が約1．9分と非常に短いことから、臨床での使用にあたり、注入速度のコント
ロール等の操作を必要とされる。そのため、より脂溶性が高く化学構造が安定
なSMANCS（zinostatin stimalamer、エステル化スチレンーマレイン酸交互共
重合体）がMaedaらにより開発され（14・15）、現在、原発性肝がんの治療に使用さ
れている。また、Okamotoらはヒト胃がん細胞株に対するモノクローナル抗体A7
とNCSの結合体（A7－NCS）が、胃がん腹膜播種性転移の治療に有望な剤形と
して報告している（16‾18）。
NCS　と同様、クロモタンパク質系抗腫瘍性抗生物質として、アクチノザンチ
ン（actioxanthin、AXN）、マクロモマイシン（macromomycin、MCR）、ケダルサ
イジン（kedarcidin、KDC）、・ClO27　などがあり、これらのアポタンパク質には
それぞれのクロモホア特異的に結合するポケット（裂溝）を有している（19“21）。
これらアポタンパク質のホモロジーは高いが、組み合わせの異なるアポタンパ
ク質とクロモホアとは結合しない。これは、アポタンパク質のクロモホア結合
ポケットを形成するアミノ酸側鎖とクロモホアとの3次元的相互作用が高精密
に制御されているためであると考えられている。また、このことはアポタンパ
ク質のクロモホア結合領域のアミノ酸を置換し、アミノ酸側鎖の位置を制御し
改変することにより、クロモホア程度の大きさの分子（擬似クロモホア）を改
変アポタンパク質に結合させる可能性を示唆している。
一般に、低分子化合物と結合するものとして免疫グロブリンが知られている
－2－
が　apo－NCSは免疫グロブリンの抗原結合部位と非常に良く似た基本構造をもっ
ていることがKimらによって報告されている（20，22）（Fig．2）（23）。すなわち、免
疫グロブリンではCDRl、CDR2、CDR3　が抗原認識部位として反応特異性に大き
く関与しているが、apO－NCSは免疫グロブリンの　CDRl、CDR2、CDR3に相当する
Loop A、Loop B、Loop Cを有している。
L°°pC
Fig．2　Topological diagrams of apo－NCS（a）and
immunogloblin（Ig）variable donains（b）
また、apO－NCSは分子量が約1万と小さいことから免疫グロブリンと比較し
免疫原性が低いと考えられ、構造上からも1本鎖アミノ酸から成るため、操作
が比較的容易であることから人工機能性タンパク質を創製する際に有用な骨格
となりうると考えられる。このように、あたかもミニ抗体として考えられる
apo－NCS　に対し、その基本構造を維持したうえで変異を与えることは、タンパ
ク質を機能分子と考えるうえで非常に興味深いといえる。これまでにも、アン
チカリン（24）やapo－NCS（25，26）といった、免疫グロブリン以外のタンパク質を基本
骨格とした機能性人工タンパク質の創製実験が実施されているが成功例はまだ
少ない。そこで著者は、天然のapo－NCSのNCS－Chr結合領域に関するアミノ酸
－3－
を置換し新たな機能を持つ超天然物創製を目的とした基礎研究を行った。
第2章では、NCS－Chr結合領域に関するアミノ酸のNCS－Chr結合能への関与
を明らかにするため、当研究室で作製された大腸菌　apo－NCS発現ベクタr
pR49／pRSET Aを鋳型とし、megaprimer PCR法を用い1アミノ酸変異体を作製
した。次に、作製した1アミノ酸変異体がNCS－Chr結合能に変化が生じるかを
検討するために蛍光偏光度法を用いたapo－NCSの簡易評価系（27）により、アミノ
酸置換apo－NCS変異体と擬似クロモホアとして用いたエチジウムブロマイド
（ethidium bromide、EtdBr）との結合性を評価した。
第3章では、apO－NCS　に対しNCS－Chrだけでなく他の低分子についても反応
性の獲得が可能かを検討した。これには多数のapo－NCS変異体を必要とするた
めmegaprimer PCR法と　overlap extension PCR法に　dam methylation／伽DI
digestionを組み合わせる方法によりapo－NCSとNCS－Chrの結合に関与する3
領　域　14　　ア　ミ　ノ　酸　残　基　（Pro49－Ala50－Asp51－Phe52　、
Phe76－Leu77－Phe78－Asp79－Gly80、Gln94－Val195－Gly96－Leu97－Ser98）をランダ
ムに改変したapo－NCS変異体遺伝子ライブラリーを作製した。さらに、作製し
たランダム化遺伝子ライブラリーを用いてファージディスプレイ・バイオパン
ニング法により低分子生理活性物質であるグリチルレチン酸（glycyrrhetic
acid、GA）結合性NCSアポタンパク質変異体を単離することを検討した。
以下、その詳細について記述する。
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第2章　アミノ酸置換apo－NCSの調製と評価
第1節　序論
NCS－Chrを　apo－NCS結合領域にスムーズに導くため、あるいは放出するため
には、精密な結合ポケット部の立体構造が必要である。そこで、天然由来の
apo－NCSのNCS－Chr結合領域のアミノ酸を置換したアミノ酸置換apo－NCS変異
体と擬似クロモホアとの結合能に与える影響について精査することは、人工タ
ンパク質創製において、基本骨格として選択した　apo－NCSの機能に及ぼす各ア
ミノ酸あるいはアミノ酸配列により規定される立体構造の機能と有用性を明ら
かにするうえで有用であると考えた。
今回、著者は、NCS－Chr結合領域のうち　apo－NCSのポケット部分底部に位置
する　Trp39、Phe52、並びにこれまでの　apo－NCSの構造解析研究や分子モデリ
ングによる考察から（19，20，22・28‾33）、ポケット入り口部分にあたる　Ser98の　3ヶ所
を標的として選択し、それぞれ別のアミノ酸に置換することで、擬似クロモホ
アとの結合能に与える影響について検討した。
はじめに、megaprimer PCR法（34）により、apO－NCSにおける　Trp39をPhe、
Phe52を　Tyr、Ser98をそれぞれAla、Cys、Glyに置換した　DNA断片を調
製した。続いて、このDNA断片を大腸菌発現ベクターである　pRSET A　に挿入
し、アミノ酸置換apo－NCS　を調製、精製した。各アミノ酸置換apo－NCS変異
体と擬似クロモホアとの結合評価には、蛍光偏光度法による　apo－NCSの簡易評
価系（27）を用いた。蛍光偏光度法（34）の特徴は、測定条件で粘度と測定温度を一定
にすれば、偏光度は分子容積に比例する。したがって蛍光偏光度を測定するこ
とで分子サイズに関する情報が得られ、分子間相互作用（複合体形成、解離、
分解、高次構造変化など）による分子サイズの変化に基づいた反応の解析が可
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能となる。尚、当測定法は光強度比であるため、相互作用によって蛍光強度が
変化する場合でも、簡便に解析可能である。また、共有結合によるリガンドの
固定化や、遠心・電気泳動などの操作を必要としないため、測定操作が簡便で
あることから、本研究において有用な評価法であると考えた。aPO－NCSは、Ⅹ
線構造解析あるいは1H－NMR構造解析から、NCSTChrと結合する他、EtdBrや
ダウノマイシンなどと結合することが報告されている（35）ため、EtdBrを擬似ク
ロモホアかつ蛍光トレーサーとして用いた。
第2節　アミノ酸置換apo－NCS発現ベクターの構築
はじめに、apO－NCSのNCS－Chr結合領域に及ぼすアミノ酸置換効果を検討す
るため、当研究室により作製された大腸菌apo－NCS発現ベクターpR49／pRSETA
（27）（Fig．3）を鋳型DNA　とし、tWO－Stage megaprimer PCR／site directed
mutagenesis法（33，36）により、アミノ酸を置換した組換えapo－NCS変異体を作製
した。すなわち、tWO二Stage megaprimer PCR／site directed rnutagenesis法
（33，36）（Fig．4）にて得られたDNA断片のうち標的サイズに移動度を示したDNA
断片をアガロースゲルから精製後、pGEM－T easy vector　あるいは、pDrive
cloningvectorへクローニングし、アミノ酸置換体（W39F、F52Y、S98A、S98G、
S98C）のクローンを得た。得られたクローンについてそれぞれ塩基配列を解析し、
意図した変異の導入を確認した。次に、β∂〟刑I／伽〟I制限酵素処理により得た
各DNA断片をpRSET AのBa虎II／伽nI部位に挿入した。制限酵素マッピング、
DNA配列解析を行い、それぞれのアミノ酸置換体について大腸菌apo－NCS発現
ベクターP3S38／pRSETA（W39F）、P3S34／pRSETA（F52Y）、p4S26／pRSETA（S98A）、
p4S22／pRSET A（S98G）、p4S30／pRSET A（S98C）それぞれのアミノ酸置換体に
ついての大腸菌apo－NCS発現ベクターを得た。pR49は、T7－RNAポリメラー
一6－
ゼプロモーター配列を持ち　apo－NCSのN末端側に6Ⅹヒスチジンタグ、エン
テロキナーゼ切断部位（－Asp－Asp－Asp，Asp－Lys－／－X－）のついた融合タンパク質
PR49を産生するベクターである。融合タンパク質pR49をエンテロキナーゼで
処理した場合、apO－NCSのN末端側に　5アミノ酸残基が付加された　apo－NCS
となる（Fig．3）。
‘xHis
51ATG CGG GGT TCT
Het Arg Gly Ser
CAT CAT CAT CAT CAT CAT
His HiS His His HiS HiS
CAG CAA ATG GGT CGG GAT CTG TA
GIn Gln Met Gly Arg Asp Leu Tyr
GG ATG GC  AGC ATG ACT GGT GGA
Gly Met Ala Ser Met Thr Gly Gly
EKmoIif
GAC GAC G T AAG GA
sp Asp Asp Lys As
CGA TGG A TCC
rg Trp Gly Ser
GCC GCG CCG ACC GCG ACG GTG ACC CCG AGC AGC GGC CTG AGC GAT GGC ACG GTG
Ala Ala Pro Thr Ala Thr VaJ Thr Pro Ser Ser Gly Leu Ser Asp Gly Thr Val
GTG AAA GTG GCG GGC GCG GGC CTG CAG GCG GGC ACC GCG TAT GAT GTG GGC CAA
Val Lys Val Ala GJy Ala Gly Leu Gln Ala GIy Thr Ala Tyr Asp Val Gly GIn
TGC GCA TGG GTG GAT ACG GGC GTG CTG GCA TGT AAC CCG GCG GAT TTT AGC AGC
Cys Ala Trp VaI Asp Thr Gly Val Leu Ala Cys Asn Pro AIa Asp Phe Ser Ser
ロegl°n　□
GTG ACC GCG GAT GCG AAT GGC AGC GCT AGC ACC AGC CTG ACG GTG CGC CGC AGC
Val Thr Ala Asp Ala Asn Gly Ser Ala Ser Thr Ser Leu Thr Val Arg Arg Ser
TTT GAA GGC TTT CTG TTT GAT GGC ACC CGC TGG GGC ACG GTG GAT TGC ACG ACG
Phe GIu Gly Phe Leu Phe Asp Gly Thr Arg Trp Gly Thr Val Asp Cys Thr Thr
ロegl°n日
GCG GCA TGC CAG GTG GGC CTG AGC GAT GCG GCG GGC AAT GGC CCG GAA GGC GTG
Ala Ala Cys Gln VaI Gly Leu Ser AspAla Ala Gly Asn Gly Pro Glu Gly Val
GCG ATC AGC TTT AAC TAGG C
lom川
TG G A TTC GAA GCT TGA TCC GGC TGC TAA　3’
Alalfe Ser Phe Asn＊＊＊Gly Thr Met Glu Phe Glu Ala＊＊＊Ser Gly Cys＊＊＊
伽nl
Fig．3　DNA and the deduced amino acid sequence of pR49
expression vector
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Mutated primer
Firststag。PCR l
Template
Reverse primer
Forwardprimer l
SecondstagePCR l
l Cloning
Cloning vector
Megaprimer
Mutant product
Fig．4　Strategy of the megaprimer method of site－directed mutagenesis
第3節　アミノ酸置換apo－NCSの調製
第1節で単離した各大腸菌apo，NCSアミノ酸置換体発現ベクターを用いて、
大腸菌BL21（DE3）・pLysSを形質転換し、常法に従いIPTGにより　6Ⅹヒスチ
ジンタグ化アミノ酸置換apoTNCSを誘導した。このとき、封入体の形成を防ぐ
ため、IPTGを最終濃度0．5mMで添加し、30℃で4時間誘導した。B－PER
で平衡化したニッケルイオンーHiTrapキレートカラムに大腸菌粗抽出液の上清
画分を誘導し、0．3Mイミダゾール含有リン酸緩衝液を用いて6Ⅹヒスチジン
タグ化apo－NCS変異体を回収した。SDS－PAGE解析の結果、0．3Mイミダゾー
ル溶出画分の各アミノ酸置換apo－NCSは、分子量約15．2kダルトンにほぼ単
一バンドとして得られた。アミノ酸置換apo－NCS変異体の収量は、大腸菌湿重
量1gあたり、0．303mg～1．646mgであった。次に、N末端側の6Ⅹヒスチ
－8－
ジンタグのアミノ酸を除去するため、各アミノ酸置換apo－NCSをェンテロキナー
ゼ処理し、SDS－PAGE解析により切断されていることを確認し、アミノ酸置換
apo－NCSである　P3S38（W39F）、P3S34（F52Y）、P4S26（S98A）、P4S22（S98G）、
P4S30（S98C）を得た。
第4節　アミノ酸置換体apo－NCSの二次構造解析
apo－NCSにおいて　NCS－Chr結合領域のアミノ酸を置換することで、タンパク
質の全体構造に変化を与えるか確認するため、得られた各アミノ酸置換体
apo－NCS　について円二色性分散計（Circular dichroism：CD）を用い解析し
た。天然型の　apo－NCSでは、195nmと　225nmの波長において正の極大として
ピークが認められ、また　210nmに負の極大を示すという特徴を持ったスペクト
ルが確認された（Fig．5）。これは、195nmに正の極大、210nmに負の極大を持
【????????????
Fig．5　Circular dichroism spectra of vild－type apO－NCS（PR49）
－9－
つ　β構造と類似した特徴を持っスペクトルとなっている。次に、今回作製した
各apo－NCS変異体のCDスペクトルを測定した。それぞれのapo－NCS変異体は、
天然型のapo－NCSと比較し、同じ波長において吸収を示すスペクトルが認め．ら
れた（Fig．6）。
Wild一Lype
W39F
F52Y
F78W
S98A
S98C
??????
Fig．6　Comparison of circular dichroism spectra of vild－type apO－NCS
and mutants under the sa血e eXperimental conditions
以上、CDスペクトルの検討から　apo－NCSにおけるクロモホア結合領域に関す
る1アミノ酸置換体は同様の基本構造を与えることが示唆された。
第5節　アミノ酸置換体apo－NCSとEtdBrとの結合性評価
各アミノ酸置換体apo－NCS（W39F、F52Y、S98G、S98A、S98C）の機能評価
として、蛍光偏光度法により検討した。すなわち、蛍光トレーサーEtdBrに対
しapo－NCSの濃度関数として、蛍光偏光度及び総蛍光強度を、Beacon2000蛍
光偏光度測定システムを用いて測定した（えex＝488nm、え。m＝617nm、25℃）。
蛍光偏光度測定システムでは、光強度比を示す偏光度（P値＝［強度垂直一強度水
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平］／［強度垂直＋強度水平］）が求められる。次に、GraphPad Prismソフトウェア
を用い、反応系に添加したapo－NCS濃度を横軸、得られた蛍光偏光度（mP）及
び総蛍光強度（IT）を縦軸としてプロットし、シグモイド用量反応モデル（Hill
プロット法）プログラムによってカーブフィッティングを行った結果（Fig．7）、
反応系に添加したアミノ酸置換体apo－NCSと用量依存的に蛍光偏光度が増加し
た。蛍光偏光度の増加は回転緩和時間の増加を示すことから、分子量の増加、
すなわちEtdBrがapo－NCS変異体と濃度依存的に結合することが示唆された。
得られた蛍光偏光度（1PU＝1000mPU）に関して、各アミノ酸置換apo－NCS
（W39F、F52Y、S98G、S98A、S98C）において、蛍光偏光度最小値（FPmi。）、最
大値（FPm。X）、蛍光偏光度最大変化量（AFPm。X）を求めた（Tablel）。また、総
蛍光強度（IT）に関して、蛍光強度最小値（IT。in）、蛍光強度最大値（ITm。Ⅹ）、
蛍光強度最大変化量（AITmax）を求め（Tablel）、EtdBrに対する各アミノ酸置
換apo，NCSの解離定数（K。）とHill係数を算出した（Table2）。
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Fig．7　Equilibrium bindingisothern of mutant protein to EtdBr
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Fig．7　Continued
Tablel Fluorescence polarization and total fluorescenceintensity of
recombinant apo－NCS
AFPmax（mPU）　　　　AITmax
Wild（PR49）
W39F
F52Y
S98A
S98G
S98C
Table2　Equilibrium dissociation constants for EtdBr and
each recombinant ap0－NCS
parameter　票：：霊t；：霊霊t（nM）票。慧i号蒜e Hillslope
4．15－4．65
1．87－2．29
2．22－3．61
2．34－2．94
1．29－1．53
9．76－13．4
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第6節　アミノ酸置換apo－NCSの分子モデリング
第4節において、EtdBrとの結合能に特に変化が認められた　98番目のアミノ
酸置換apo－NCS（S98A、S98C、S98G）について、塩基配列解析の結果をもとに、・
各apo－NCS変異体のアミノ酸配列をSWISS－PROTにより分子モデリングを行い、
Swiss－PdbViewer及びPyMOLプログラムを用い立体構造を確認した（37－39）（Fig．
8）。この結果、天然aporNCS　におけるNCS－Chr結合領域の単一アミノ酸を改変
しても全体構造の顕著な変化は認められないことが示唆された。
Fig．8　Molecular modeling of apo－NCS and apo－NCS mutants
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第7節　考察
NCS－Chrは、apO－NCSのポケット部分底部に位置する　Phe52と、ポケット上
部に位置する　Phe78及びその中心部のCys37－Cys47ジスルフイド結合に挟まれ
て結合しており（35）、そのうちNCSTChrのエンジイン環とナフトエー上部に関
しては　Gly35、Leu45、Pro49、Leu77、Gly80、Va195、Gly96、AlalOl、Gly102
といった非極性アミノ酸、Trp39、Phe52、Phe76、Phe78らの芳香族アミノ酸、
Gln94及びSer98の極性アミノ酸らとの間でフアンデルワールスカにより結合
形成されていることが知られている（19）。Nozakiらの先の報告では、Phe78を
Trp78に置換したF78Wと天然apo－NCSの蛍光強度を比較することでクロモホ
ア結合能に癖著な変化が認められたことから、aPO－NCSがNCS－Chrを包み込む
ためには78番目のアミノ酸が大きく関与していることを報告している（27）。事
実、Bernadetteらは（25）、aPO－NCSのNCS－Chr結合領域のアミノ酸を種々のアミ
ノ酸に置換することでapo－NCSに対して、テストステロンとの結合性を獲得さ
せることに成功している。
このように、aPO－NCSにおける　NCS－Chr結合領域に関するアミノ酸の改変は
NCS－Chr及び疑似chrとしての低分子化合物との結合力や安定化などの相互作
用に影響を与えることが明らかとなり、特定の薬剤をデリバリーする機能性タ
ンパク質としての有用性が期待される。
本章では、tWO－Stage megaprimer PCR／site directed mutagenesis法（33・36）
により、apO－NCS　におけるクロモホア結合領域に関する　Phe52、Trp39及びSer98
をそれぞれW39F、F52Y、S98G、S98A、S98Cのアミノ酸に置換しクロモホア
結合能への影響を検討し、非天然クロモホアを結合し得るタンパク質創製のた
めの基礎的検討を行った。
初めに、それぞれのアミノ酸置換体を生産する遺伝子を調製し、大腸菌BL21
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（DE3）pLysSを用いてそれぞれの変異体タンパク質を作製し、それぞれのapo－NCS
との結合能を、蛍光測定法の一つである蛍光偏光度測定法並びに総蛍光強度測
定法を用いて検討した。蛍光偏光度（P）は、回転緩和時間（T）に比例し、粘度（叩．）、
分子容積（V）、絶対温度（T）、気体定数（R）として、式P＝377V／RTで表現される。
従って、測定条件で粘度と測定温度を一定にすれば、蛍光偏光度は分子容量に
比例する（Fig．9）。蛍光偏光度の変化を観察することにより、二つの分子の結
合や解離、分解、立体構造の変化などの分子容量の変化を観察することが可能
となる。これは近年、分子間相互作用の研究において有用な手段として利用さ
れつつある方法であり、本研究は、本法のapo－NCSの機能解析への最初の応用
例である。
P∝Rotational Relaxation Time＝377V／RT
Polarized excitationlight
Small molecule
J士鴨二
、．－　ニ　Emittedlightis
de－pOlarized
Large CO血Dlex
ニ
Slower
Rotation
一一一……一一ニ　Emittedlight remains
polarized
Fig．9　Schematic of fluorescence polarization betYeen Stnall and
large co血plexes
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apo，NCSは、NCS－Chrと結合する他、カチオン色素の1つであるエチジウムブ
ロマイド（EtdBr）やダウノマイシン（35）などと結合することが報告されている。
すなわち、EtdBrは、X線構造解析あるいは1H－NMR構造解析から、NCS－Chr
と同様にapo－NCSのPhe52、Phe78、及びCys37－Cys47ジスルフイド結合に挟
まれてapoTNCSとの結合に関与していることが知られている。そこで今回、組
換えapo－NCSのクロモホア結合能の評価に関して、不安定なNCS－Chrの代わり
としてEtdBrを疑似クロモホアかつ恕光トレーサーとし、蛍光偏光度並びに総
蛍光強度を測定した。
天然のNCS，Chrはapo－NCSと非常に強固に結合し、生物学的に活性なクロモ
ホアとの解離定数（Kd）は約0．1nMであるとされる（7）。一方、EtdBr－NCS複合
体のKdは蛍光法では天然apo－NCSで1LIM、組換えapo－NCSで2LLM（40）であ
ることが既に報告されている。Nozaki　らの蛍光偏光度測定法による簡易評価
系の結果からも4．4PM（27）の解離定数が得られたことが報告されている。今回
調製された、F52Y、W39F、S98G、S98A、S98C、それぞれのアミノ酸置換体
apo－NCSにおいても、Kd値がそれぞれ、2．83LLM、2．07LIM、1．40トIM、2．62トIMt
11．4ドMとクロモホアとの結合能を有していることが明らかとなった。また、
それぞれのアミノ酸置換体apo－NCSの用量依存的な蛍光強度の増加が観察され
た。すなわち　EtdBrが　アミノ酸置換体apo－NCSに結合することにより、EtdBr
周囲の疎水性環境が増加し、EtdBrから水分子へのプロトン転移が減少した結
果、消光が抑制され、蛍光の寿命が長くなり、放射蛍光が増加したと考えられ
る。従って、EtdBrがそれぞれのアミノ酸置換体apo－NCSの疎水性部分に結合
しパッキングされ、溶媒水との相互作用が減少していることを示している。特
に、Ser98をGly98に置換したS98Gにおいては、天然のapo－NCSに比較しKd
値1．4ドM、AIT値145と結合力の増大が認められた。apO－NCSにおける98
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番目のアミノ酸はクロモホア結合ポケットの入口部にあたり、この部分のアミ
ノ酸を、Glyのようにフアンデルワールス体積が小さいアミノ酸側鎖に置換す
ることで、立体障害が減少したため、擬似クロモホアであるEtdBrがよりapo－NCS
変異体のクロモホア結合ポケットに導入され易くなり、EtdBrがapo－NCSの疎
水性部分に強力に結合しパッキングされ、溶媒水との相互作用が減少している
ものと考えられる。一方、Ser98をAla98に置換したS98AについてもKd値2．62
pMと、天然のapo－NCSに比較し結合力の増大が認められた。しかし、Ser98
をCys98に置換したS98Cについては、Kd値が11．4トLMであり、天然のapo－NCS
に比較しEtdBrの結合力の減少が認められた。これは、Cys残基のフアンデル
ワールス体積が、Serよりも大きく、立体障害が大きくなっており、EtdBrがク
ロモホア結合ポケットに導入されにくくなっていることが示唆される。また、
AFPmaxが169mPUと、PR49よりも高値を示し、分子容積の増加が示唆されたが、
AITm。Xは102と、PR49と比較して低値を示した。このことは、S98Cに結合し
ているEtdBr周囲の疎水環境の減少を示唆している。このため、S98Cにおいて
は、EtdBrがクロモホア結合ポケットに導入されにくくなり、EtdBrとの結合力
が低下したと考えられる。Trp39をPhe39に置換したW39F、およびPhe52を
Tyr52へ置換したF52Yについては、それぞれKd値2．07pM、2．83LIMといず
れにおいても天然のapo－NCSに比較し結合力の増大が認められた。以上の結果
から、apO－NCSのポケットに対する　EtdBrの結合には、aPO－NCSポケット入
口部分に位置する　Ser98をフアンデルワールス体積が小さいアミノ酸側鎖に置
換し、EtdBrがapo－NCSポケット内に対し導入され易い環境をつくることが重
要であるものと考えられる。次に、98番目のアミノ酸SerをそれぞれAla、Cys、
Glyに置換したapo－NCSについて分子モデリングを行った。この結果からも98
番目のSerはクロモホア結合ポケットの入口部にあたり、フアンデルワールス
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体積が小さいアミノ酸側鎖に置換することで、EtdBrがより　apo－NCSのポケッ
トに導入されやすくなっていることが示された。これらの結果は、S98GのEtdBr
に対する結合能が、天然のapo－NCSよりも向上したことを意味している。すな
わち、S98GのEtdBrとの結合能という点において、天然の　apo－NCSより機能
を向上させることに成功した。本章により、クロモホア結合領域を標的とする
アミノ酸置換法はapo－NCS機能改善に有効であり、機能性人工薬物結合性タン
パク質を創製する際、apO－NCS　が有用な骨格となりうることが示唆された。今
後さらに、天然の薬物輸送系である　apo－NCSを改変することで、天然にはない
機能を付与した超天然体を創製し、天然クロモホア以外の薬物を結合しうる新
規デリバリーモジュールの創製や、抗がん剤のように障害性の強い薬物を捕捉
（結合）しうる改変アポタンパク質を創製することによる抗がん剤過量投与時の
救済療法など、超天然体apo－NCSの医療素材としての応用が期待される。
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第3章　ランダム化apo－NCS変異体遺伝子ライブラリーの作製およ
びファージディスプレイ・バイオパンニング法を用いたapo－NCS変
異体の単離
第1節　序論
第2章においては、tWOqStage megaPrimer PCR／site directed mutagenesis
法により天然apo－NCSにおけるNCSTChr結合領域の1アミノ酸変異体を作製
し、その機能を評価した。しかし超天然物創製において多数の変異を一度に導
入する場合には、膨大な時間と労力が必要なうえに、作製可能なアミノ酸置換
体の多様性には限界がある。そこで、より迅速かつ効率的に目的作用を有する
機能性人工タンパク質を創製しうる技術の開発が望まれている。現在、機能性
人工タンパク質創製において、最初に改変ターゲットを合理的に絞り、その範
囲内において可能な変異体集団ライブラリーを構築し、その中から目的クロー
ンを選択するといった、タンパク質工学と試験管内分子進化とのハイブリッド
型の実験が中心となってきている（41）。
本章では、天然クロモホア以外の薬物を結合しうるapo－NCS変異体を作製す
ることにより医薬素材への応用につながると考え、ランダム化apo－NCS変異体
遺伝子ライブラリーの作製を行った。本目的には、より多様性に富んだ変異体
集団ライブラリーを構築し得るランダム化ライブラリーがより有益であると考
えられる。そこで、特にapo－NCSとNCS－Chrとの結合に関与していると考えら
れている3領域14アミノ酸残基をランダムに改変し、ランダム化遺伝子ライブ
ラリーを作製した。また、ランダム化効率の向上を目的とし、megaPrimer PCR
法（33）と0VerlapextensionPCR法（42J44）にDNAアデニンメチル化（damメチル化）
と制限酵素伽月IによるDNA消化を組み合わせる方法（45）を検討した。
－20－
次に、作製したランダム化遺伝子ライブラリーを用いファージディスプレイ・
バイオパンニング法により、非天然クロモホア結合性apo－NCS変異体の単離・
選別を行った。この方法は、ターゲット（分子、粒子、細胞など）への高親和性
結合分子を網羅的、かつ迅速に同定しうる技術である。一方、ファージディス
プレイライブラリーを用いたバイオパンニング法は、およそ108種類のライブ
ラリーの中から標的分子の特異的に結合するタンパク質を発現するファージク
ローンを選択でき、さらに宿主菌に感染させることにより、簡便にファージラ
イブラリーやファージクローンを増幅させることが可能である。また、得られ
たファージは目的のタンパク質をコードする遺伝子を内封しているため、遺伝
子配列も同時に得ることが可能である。今回、非天然クロモホアのモデルリガ
ンドとして、多くの類縁体が知られており、タンパク質一低分子間相互作用や結
合様式に関する情報が得られやすいため、低分子生理活性物質であるグリチル
レチン酸（glycyrrhetic acid、GA）（46）を用いた。
第2節　ランダム化apo－NCS変異体遺伝子ライブラリーの作製
apo－NCSのクロモホアとの結合に関与していると考えられる14アミノ酸残基
をランダムに改変し、ランダム化遺伝子ライブラリーを作製した。はじめに、
Fig．3に示した領域A（Pro49－Ala50－Asp51－Phe52）、領域B
（Phe76－Leu77－Phe78－Asp79－Gly80）、領域C（Gln94－Va1195－Gly96－Leu97－Ser98）
の各アミノ酸をランダム化するランダム化apo－NCS変異体遺伝子ライブラリー
を作製するため、対応するランダム変異プライマーを3種類設計した。すなわ
ちncs－aF（5，－gCtggCatgtaaCnnnnnnnnnnnnagCagCgtg－3，）、nCS－bF
（5，－ttgaaggCnnnnnnnnnnnnnnCaCCCgCtgggg－3，）、nCS－CIR
（5，－ttgCCCgCCgCatCnnnnnnnnnnnnnnngCatgCCgCCgtCg－3，）、並びにべ
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クターのマルチクローニングサイトに相補的な5’側プライマー（RSETA－F）、3’
側プライマー（RSETA－R）を設計した。続いて、megaprimerPCR法（33）と0Verlap
extensionPCR法（42‾44）により、108cfuのランダム化ライブラリーを作製した（Fig．
10）。
ncs aF Forward p工・imer
1　　－　1
Templatel R孟諾primerl nCS－CIR
First stage PCR
Second stage PCR
Third stage PCR
Fourth stage PCR
Fifth stage PCR
／　　＼
ncs bF
Overlapextension l
Megaprimer　＼　　／
Multiple mutant product
Random mutated primer：ncs＿aF，nCS」）F，and ncs＿CIR
Fig．10　Strategy of the　以megaprimer，，and　∝overlap extension’’pcR
for multiple mutagenesis
第1段階反応において、pR49DNA　を鋳型とし、各DNAフラグメント（pRSET
A－F／ncs＿CIR；503bp、nCS＿bF／pRSETA－R；238bp、nCS＿aF／pRSETA－R；324bp）
を作製し、これをアガロースゲルより抽出・精製した。続いて、第2、第3段
階反応ではoverlapextensionPCRを行い、約650bpのPCR増幅断片を作製し、
これをアガロースゲルより抽出し精製した。次に第4段階反応では、megaPrimer
PCR法により、領域A・領域Cに変異の導入されたPCR断片と、領域B・領域C
に変異の導入されたPCR断片を鋳型とし、それぞれncs＿bF、nCS＿aFプライマー
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を用いて、メガプライマー（それぞれ238bp、324bp）を作製し、続けて第5
段階反応により、約650bpのPCR増幅断片を得た。このDNA増幅断片をアガロー
スゲルより抽出し、ランダム化aporNCS変異体遺伝子ライブラリーとした。
ランダム化効率を確認するため、本ライブラリーの一部をpDrivecloningvector
へクローニングし、無作為に20個のクローンを抽出し塩基配列を解析した結果、
4個のクローンにおいて鋳型DNAと同様の塩基配列が確認され（データ非掲載）、
鋳型DNA由来と考えられるクローンの混入が20％に及んでいることが確認され
た（Table3、Fig．11）。
Table3　Nucleotide sequences of selected clones
SequenCe Of randomized residues
clones Q38D43　P49A50D51F52　F76L77F78D79G80　094V95G96L97S98
PR49　　　　　　　　CAA GAT CcG GCG GAT TTT TTT CTG TTT GAT GGC CAG GTG GGC CTG AGC
NCSrandom－23　　　　CAG CCG AAC CTG GCG GGC
NCSrandom－24　　　　CAG CGC CAT TTG TTC TGC
NCSrandom－27　　　　CAG
NCSrandom－29　　　　CAG CCA GGG TGT TTG
NCSrandom－30　　　　CAG GGC CCG GCT GGT GTG ATG TTG GTG TGC
NCSrandom－32　　　　CA（】GAC CGC GTC CCA GGT AAC CCT GCC TTG CGC ATC ATT CAC AAT TAT
NCSrandon－33　　　　cAG CCC ACT CCG GGC CAc TTG GGT GGG AGC
NCSrandom－34　　　　CAG
NCSrandom－35　　　　CAG CGG ACA ATG CTG
GGT TTA GTT AGT CGC
－23－
PR49amino acid
NCSrandom－23
NCSrandom－24
NCSrandom－27
MCSrandom－29
NCSrandom－30
NCSrandom－32
NCSrandom－33
NCSrandon－34
NCSrandom－35
PR49amino acid
NCSrandom－23
NCSrandom－24
NCSrandom－27
NCSrandom－29
NCSrandom－30
NCSrandom－32
NCSrandom－33
NCSrandom－34
NCSrandom－35
10　　　　　20
AAPTATVTPS SGLSDGTWK
AAPTATVTPS SGLSDGTWK
AAPTATVTPS SGLSDGTWK
AAPTATVTPS SGLSDGTVVK
AAPTATVTPS SGLSDGTVVK
AAPTATVTPS SGLSDGTVVK
AAPTATVTPS SGLSDGTVVK
AAPTATVTPS SGLSDGTWK
AAPTATVTPS SGLSDGTVVK
70　　　　　80
GSASTSLTVR RSFEGFLFDG
GSASTSLTVR RSFEGPNLGG
GSASTSLTVR RSFEGRHLFC
GSASTSLTVR RSFEGFLFDG
GSASTSLTVR RSFEGFLFDG
GSASTSLTVR RSFEGVMLVC
GSASTSLTVR RSFEGNPALR
GSASTSLTVR RSFEGHLGGS
GSASTSLTVR RSFEGGLVSR
GSASTSLTVR RSFEGFLFDG
30
VA A（礼QAGT
VAGAGLQAGT
VAGAGLQAGT
VAGAGLQAGT
VAGAGLQAGT
VAGAGLQAGT
VAGAGLQAGT
VAGAGLQAGT
VAGAGLQAGT
90
TRWGTVDCTT
TRW（汀VDCTT
TRWGTVDCTT
TRWGTVDCTT
TRWGTVDCTT
TRWGT DCTT
TRWGTVDCTT
TRWGTVDCTT
TRWGTVDCTT
TRWGTVDCTT
40
YDVGQcAWV
AYDVGQCAWV
AYDVGQCAWV
AYDVGQCAWV
AYDVGQCAWV
AYDVGQCAWV
AYDVGQCAWV
AYDVGQCAWV
AYDVGQCAWV
lOO
AACQVGLSDA
AACQVGLSDA
AACQVGLSDA
仙CQVGLSDA
AACQVGLSDA
AAcQVGLSDA
AACllHNYDA
AACQVGLSDA
AAcQVGLSDA
AACQVGLSDA
Fig．11Amino acid sequences of selected clones
50
DTGVLACNPA
DTGVLACNPA
E）TG LACNPA
DTGVLAcNPA
E）TGVLAcNPG
DTGVLACNGP
DTGVLAcNRV
DTGVLACNPI
E）TG LACNPA
DTGVLACNRT
llO
AGNGPEGVAI
AGNGPEGV朋
AGNGPEGVAI
AGNGPEGVAI
AGNGPEGVAI
AGNGPEGVAI
AGNGPEGVAI
AGMGPEGVAI
AGMGPEGVAl
AGNGPEGVAI
60
DFSSVTADAN
DFSSVTADAN
DFSSVTADAN
DFSSVTADAN
CLSSVTAD仙
人GSSVTADAN
PGSSVTADAN
PGSSVTADAN
DFSSVTADAN
HLSSVTAD州
???????????????????????????????????????????? ?
第3節　Dam Methylase／助DIを用いたランダム化apo－NCS変異体遺伝子ライ
ブラリーの作製
前節において、非ランダム化クローンの混入が認められたため、ランダム化
効率の向上を目的とし、megaPrimerPCR法（33）と0VerlapextensionPCR法（．12‾lヰ）
にdamメチル化と制限酵素PpDIによるDNA消化を組み合わせる方法（15）を検討
した（Fig．12）。
はじめに、鋳型DNAのメチル化反応時間について検討した。メチル化反応の
評価は、反応物を制限酵素伽〃Iにより消化し、アガロースゲル電気泳動する
ことにより行った。50LILの反応系において、1pgの鋳型DNAに対し、damMethylase
8units、S－アデノシルメチオニン80PMを用いて行った（反応1）。
続いて、dam Methylase6．4unitsを追加し、継続して反応を行った（反応2）
（Table4）。
－24－
ncs aF
Template
First stage PCR
Second stage PCR
Third stage PCR
Fourth stage PCR
Fifth stage PCR
Forward priner
Reverse primer
／　　＼
ncs bF
Overlapextension l
dam methylation
Megaprimer　＼　　／
Multiple mutant product害物日ig。。ti。n　邸
Random mutated priner：ncs＿aF，nCS＿bF，and ncs＿CIR
Fig．12　Strategy for the multiple mutagenesis by using dam Dlethyation
and伽I digestion
Table4　Reaction condition of dam methylation and伽I digestion
納eIhvJclfi°n ReclC¶onl
dqm納eIhylQSe　　　　8〕
SA州　　　　　　　　　80p州
10xMethy題q＝°nbu拝er　5トLL
DNA Ipg
Wcller Qdlibilum
Rncllv°lumes°1501止
IncubclteqI37℃
ltdecICTivQteSfheenzyme，‘00Cin15
minuleS．
DpnlDiqes¶°n
Dpn1　10U
lOxBuflerlトLL
DNA lOOng
Wclter qdlibifum
FincLIv°lumes°flOpL
lncubqteqI37℃l°r8h°UrS
lfdeqc＝vQtestheenzyme，80OCin20
minuIes．
州eIhvlq市°n ReqcIi°n2
怜qCIi°nmi細U怜1　50両
dclmMethylQSe　　‘．4U
SAM　　　　　　　　80トlM
200xSA州°tO．251止qnddclm
methylc Se°fO．‘pLclreClddedin
reqctionmixtureqfferqrectcli°nl，
Clnd qddifi°nCLlincubcIIeclt37℃
lfdecICfivcrIesfheenzyme，‘0℃in
15minutes．
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その結果、反応1を4時間以上行った後、反応2を2　時間以上行うときメチ
ル化反応の進行が期待された。その中でも、反応1を12　時間、反応2を8　時
間以上行う時、鋳型DNA　の消化が充分に行われた（Fig．13）。
＊1′＊2；N°tmethylqIedDNA．
＊2；N°tdigestedbYDpnl．
Fig．13　伽I digestion of dam methylated DNA
本条件を用いて、引き続き、第2章Fig．3における領域A、領域B、領域C
を同時にランダム化したapo－NCS変異体ライブラリーの作製を行った。すなわ
ち、前節において作製した第2段階PCRにより得られた約650bpのPCR増幅断
片をdamMethylaseによりメチル化（反応1；12時間、反応2；8時間）して、
第4段階PCRに用いる鋳型DNAとし、続いて第5段階PCRを行い、産物である
約650bpのPCR増幅断片を制限酵素PpnI処理することにより、鋳型として用
いたメチル化されたDNAを除去した。このDNA断片をアガロースゲルより抽出
し、ランダム化apo－NCS変異体遺伝子ライブラリーのDNA断片とした。本ライ
ブラリーの一部をpDrivecloningvectorへクローニングし、無作為に10個の
クローンを抽出し塩基配列を解析した結果、ランダム化されていない鋳型DNA
由来と考えられるクローンは確認されず、非ランダム化クローンの混入を低下
させることに成功した（Table5）（Fig．14）。
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Table5　Nucleotide sequences of selected clones using dam methylation
and伽I digestion methods
sequence of randomized residues
clones Q38　　　P49A50D51F52　　F76L77J：78D79G80　Q94V95G96L97S98
！〕Iく49 CAA
NCSrandom－m5　　　　　CAG
NCSrandom－m8　　　　　CAG
NCSrとIndomTrnl5　　　　CAG
NCSrandom一m20　　　　CAG
NCSrとlndom一m26　　　　CAG
NCSrandomTm33　　　（、AG
NCSrとIndom一m34　　　　CAG
NCSrとIndom－m38　　　　CAG
NCSrandom一m39　　　　CAG
N（「Srとlndom一m41　　　　CAG
CCG GCG GAT TTT TTT CTG TTT GAT GGC CAG GTG GGC CTG AGC
CCT GCA ATA GGT GAT CAA TTG GTT GGC
ATT CGC TCT CGC
AGG GCC GGG GGG
GCA TCT TGT TGT GAC
TTT TTG TGG TGG GGC CAG CCA GAC TTG CAA
TTT TGT CCG GTG CGC ATT CGA AAT CCC A－－
CGC TCC TGT GGT TCC
GGC GTG CCC TGC ACC CCT GCC ATT GGC CAA GCT TAA GCG AAT
T G TTG TGC〔CT AGT AAA TAT AAG CAC
pR49amino acid
NCSrandom∵m5
NCSrandom一m8
NCSrandom一m15
NCSrandom一m20
NCSrandom一m26
NCSrandom〟m33
NCSrandom一m34
NCSrandom一m38
NCSrandom一m3g
NCSrandonl一m41
pR49amino acid
NCSrandom一m5
NCSrandom一m8
NCSrandom一m15
NCSran血m一m20
NCSrandom一m26
NCSrandom一m33
NCSrandom一m34
NCSrandom一m38
NCSrandom一m39
NCSran血m一m41
10
山PTATVIPS
ん叫）TATVIPS
A仲TATVTPS
AAPTATVTPS
AuTATVTPS
A仲TA1‾VIPS
AAPTATVTPS
A仲TATVTPS
A肝TATVTPS
AnTATVTPS
A仲TATVIPS
70
GSASTSLTVR
GSASTSLm胴
GSASTSLTVR
GSASTSLu爪
20
SGL DGTVⅥく
SGLSDGTVⅥく
SGLSDGTVVK
SGLSDGTW爪
SGL DGTVW
SGLSDGTⅥ爪
SGL DGTVW
SGLSDGTVW
SGL DGTⅥ爪
SGL DGTVVk
SGLSDGTVW
80
RSFEGFLF【追
RSF［G
RSFEGFLFDG
RSFEGFLFDG
30
＼仏G〟乱（払GT
AG瓜L【弧GT
VAG瓜Lt払GT
VAGJ岨Lt払GT
ⅥlG瓜Lt払GT
VAGJ鳩L（払GT
W瓜鳩Lα椙T
VAGAGL【払GT
VAG〟；L【娘GT
ⅥlG瓜Lt払GT
ⅥlG瓜L【払GT
90
TR肌汀V【℃TT
TRW：TⅥETT
TRY TVKTT
TRⅥ汀Ⅵ℃TT
40
AⅦV鑑札柑V
AⅥ）VGt氾劇Ⅳ
AⅦVG∝州V
AⅦVGOCJWV
AYDVG【£劇Ⅳ
AⅥ）VG【氾劇Ⅳ
ÅⅥ〕V∝氾州Ⅳ
AⅥ〕VG（覿柵V
AⅥ）VGtE劇Ⅳ
AⅥ〕VGtEJ蛸Ⅳ
AⅦVGOC州V
lOO
A〟：0ⅦLSDA
んICQVGLg〕A
A麒QⅦLSDA
A瓜QⅥ乱SDA
50
DTGVL艦NPA
DTGVL艦NPA
DTGⅥ＿ACN
DTGⅥ＿ACN A
DTGⅥ＿瓜NPA
DTGVL艦NPA
DTGⅥ＿艦NPA
DTGⅥ＿麒NPA
DTGⅥ＿艦N
DTGⅥ＿瓜NPA
DTGVL艦Nl
llO
AG偶P［GVAI
AG帖PEGVAl
AG隅P［GVAI
AG偶PEGVAl
GSASTSLIVR RSFEG TRWGTVtX：TT AACQVGL双】A AG昭PEGVAI
GSASTSLTVR RSFEGFL G TRWGTVtX：TT AACQ‾　J）A AGPGPEGVAI
GSASTSLTVR RSFEGF TTtWGTV【℃TT AAC DA AGNGPEGVAJ
GSASTSLTVR RSFEG TRYGTVtX：TT AACQVGLSDA AGNGPEGVAI
GSASTSLIVR RSFEG G TRVGTVtX：TT ATCQ DA AGNGPEGVAI
GSASTSLTVR RSFEG TRVGTV【℃TT AAC DA AGNGPEGVAf
GSASTSL1ⅣR RSF［GFLF【氾TRWGTV【℃TT A麒‥　‥DA AG陥PEGVAI
60
肝SSVT畑AN
SSVT〟）AN
SSVT〟）AN
SSVT畑AN
DFSSVT畑AN
DFSSVT畑AN
DFSSVT〟）AN
DFSSVTJ岨AN
SSVT〟】AN
DFSSVT畑AN
SSVT仙AN
????????????????????．?????????
Fig．14　Amino acid sequences of selected clones using dam methylation
and伽I digestion methods
ー27－
第4節　ファージディスプレイ型ファージミドベクターpJuFoにおけるランダ
ム化apo－NCS変異体ライブラリーの構築
調製したランダム化aporNCS変異体ライブラリー（NCSrandom／pDrive）を制・
限酵素Ba虎iI／伽nIで処理した後、アガロースゲルよりBa誰I／耳如I DNA断片を
回収し、CDNAを発現するためにCrameriらによりpComb3を改良し作製された
ベクターであるファージディスプレイ型ファージミドベクターPJuFo（47148）（Fig．
15）の助・JI工雄如I部位に挿入した。
PhclgeIibrcげy
PJuFophclgemidvector
OrientedproducIs
Fig．15　Surface display phagemid pJuFo
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第5節　ファージapo－NCS変異体ライブラリーの構築と選別
常法に従い、NCSrandom／pJuFoライブラリーDNAを大腸菌XL－1－Blue細胞にエ
レクトロポレーション法により導入し、大腸菌を形質転換させた。続いてヘル
パーファージVCSM13により大腸菌をファージレスキューし、aPO－NCS変異体
をファージ表面に提示したファージを誘導した（ファージディスプレイ）。この
ファージapo－NCS変異体ライブラリーをGA－BSAで固相化した96wellELISAプ
レートに添加し、37℃で2　時間反応させた。PBS　で10　回洗浄した後、0．1M
glycine－HCl（pH2．2）溶出液を添加し、室温で10分間反応させた。続いて溶
出液を2M Tris－baseを添加したチューブにそれぞれ回収し、プレートに結合
していたファージを回収した。本操作で得られたファージ液を大腸菌XL－1Blue
新鮮培養液に添加し、大腸菌に再度感染させ、ファージディスプレイさせた。
これらの操作（バイオパンニング）を5回繰り返し、GA－BSAに反応するファー
ジを濃縮した。パンニング操作の指標として、各パンニングラウンドごとに溶
出したファージ数の計測と（Table6）、ファージELISA（Fig．16）による反応
性の変化を確認した（Fig．17）。
Table6　Results obtained by biopanning，titer ofantil汰
phage apo－NCS mutantlibrary
Pqnnlngr°Und
Phc唱emid°UIput
CFU
5．1xlO5
5．9xlO4
1．3xlO5
7．Ox103
4．OxlO4
1．1x104
3．4x104
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SUbshqIe pr°ducI
てゝ2㌢
州eqsurement°f°Pポcclldensify
（qI490nmt850nm）
Fig．16　Procedure Of phage ELISA
次いでパンニング操作を5回行った後、ファージを無作為に選択し、ファー
ジapo－NCS変異体とGA－BSAとの反応性をファージELISAにて検討した。この際、
実験系の妥当性を確認するため、ポジティブコントロールとして、当研究室に
おいて作製されたファージミドベクターpComb3に導入したGA14DNA（1ightchain
は2A2DNA）を用いてファージディスプレイし、各抗GA apo－NCS変異体と同一
ELISAプレート上にてファージELISAを行い確認した（データ非掲載）。しかし、
ファージの発現量などについて、PComb3とpJuFoを用いたものでは異なる可能
性があるため、今回においては、実験系の妥当性を確認するためにとどめた。
この結果、クローン番号C5－32、C5－37、C5－41、C5q54において、GA－BSAとの
反応性がみられた（Fig．18）。
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Fig．17　Monitoring of the selection process usinglibrary C
by phage ELISA
■coated with BSA田coated with GA－BSA
??????
????
?．????
?????????
??????
?????
????
??????
???】
???
??????
?????
????
0　　　　　　　　　　　0．1　　　　　　　　　　0．2　　　　　　　　　　　0．3
Absorbance，490nm－650nm
Fig．18　Reactivity of phage apo－NCS mutants at5th round of
panning obtained by phage ELISA
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第6節　グリチルレチン酸結合性apo－NCS変異体の遺伝子解析と
分子モデリング
ファージELISAにより高い反応性が確認されたクローンについてプラスミドを
精製し、シークエンサー（CEQ8000）を用いてC5－32、C5－37、C5－41、C5r54に
ついて塩基配列をそれぞれ決定した（Table7、Fig．19）
Table7　Nucleotide sequences ofanti－GA apo－NCS mutants
nucleotide sequence of each amino acid residues
clones Q38　　　P49A50D51F52　　F76L77F78D79G80　Q941’95G96L97S98
CAA CCG GCG GAT TTT TTT CTG TTT GAT GGC CAG GTG GGC CTG AG（「
CAG　　　　　〔GG CGC TAT GAA
CAG　　　　（iTT TTC CGG AGC TTG ACC ATC（’eG GG（、
CAG TGT CCG GGG GTA GGT TCT ATG GTG GCC
CAG TGT CCG GGG GGT GGT TCT ATG GTG GCC
10　　　　　20　　　　　30　　　　　40　　　　　50　　　　　60
PR49amino acid AAPTATVTPS SGLSDGTVVK VAGAGLOAGT AYDVGOCAWV DTGVLACNPA DFSSVTADAN
C5－32
C5－37
C5－41
C5－54
PR49
C5－32
C5－37
C5－41
C5－54
AAPTATVTPS SGLSDGTVVK VAGAGLOAGT AYDVGQCAWV DTGVLAC軒誉l二SSVTADAN
AAPTATVTPS SGLSDGTVVK VAGAGLQAGT AYDVGOCAWV DTGVLAC甘言　ニーSSVTADAN
AAPTATVTPS SGLSDGTVVK VAGAGLQAGT AYDVGQCAWV DTGVLACN予・／SSVTADAN
AAPTATVTPS SGLSDGTVVK VAGAGLQAGT AYDVGQCAWV DTGVLACN’Iコ・‘∴SSVTADAN
70
GSASTSLTVR
GSASTSLTVR
GSASTSLTVR
GSASTSLTVR
GSASTSLTVR
80
RSFEGFLFDG
RSFEGFLFDG
RSFEGL∴言G
RSFEG椙ill帖JI
RSFEG揖陣拍
90
TRWGTVDCTT
TRWGTVDCTT
TRWGTVDCTT
TRWGTVDCTT
TRWGTVDCTT
100
AACOVGLSDA
AACQVGLSDA
AACQVGLSDA
AACQVGLSDA
AACOVGLSDA
110
AGhlGPEGVAI
AGNGPEGVAJ
AGNGPEGVAI
AGNGPEGVAI
AGNGPEGVAl
?????????????????????????
Fig．19　Amino acid sequences of antiTGA apo－NCS mutants obtained
by the phage displaylibrary
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次いで、各クローンについて　SWISS－PROT　により分子モデリングを行い、
Swiss－PdbViewerプログラム、及びPyMOLプログラムを用い立体構造を予測し
た（37‾39）（Fig．20）。Fig．20において天然apo－NCSの分子構造に対し、それぞれ
のGA結合性apo－NCS変異体変異体の今回置換されたアミノ酸をオレンジ色で示
した。その結果、GA－BSAコンジュゲートとの結合には、apO－NCSの　Loop B及
びLoop Cの部位に対する置換が関与していると示唆される。これにより、ク
ロモホア結合領域のアミノ酸の置換は、aPO－NCS変異体の基本骨格に大きな影
響を与えないことが推察され、機能性人工タンパク質の創製において、apO－NCS
変異体の基本骨格としての有用性が期待される結果となった。
Fig．20　Molecular modeling of apo－NCS and anti－GA apo－NCS mutants
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第7節　考察
本章では、apO－NCSにおいてクロモホア結合領域と考えられる14アミノ酸残
基をランダムに改変し、ランダム化apo－NCS変異体遺伝子ライブラリーを作製・
した。その後、ファージELISAにより、GAに対し反応性が確認されたクローン
C5－32、C5－37、C5r41、C5－54を得た。
はじめに、megaprimer PCR法（33）と0Verlap extension PCR法（12．44）により、
領域A（Pro49－Ala50－Asp51－Phe52）、領域B（Phe76－Leu77rPhe78－Asp79－Gly80）、
領域C（Gln94－Va1195－Gly96－Leu97－Ser98）の各アミノ酸をランダム化したラ
ンダム化apo－NCS変異体遺伝子ライブラリーを作製した。その結果、鋳型DNA
由来と考えられる非ランダム化クローンの混入が20％に及んでいたため、次に、
ランダム化効率の上昇を目的とし、megaprimerPCR法と0VerlapextensionPCR
法にdamメチル化と制限酵素Jわ17IによるDNA消化を組み合わせる方法（45）を検
討した。上砂nIはGATC配列のアデニンがメチル化されたDNAを選択的に消化す
るため、DNAアデニンメチル化酵素であるdam Methylaseによりメチル化され
たDNAは、JわnI消化により除去可能となる。よって、PCR反応の鋳型DNAとし
てdamメチル化されたDNAを用いた場合、新規に増幅した断片はメチル化され
ていないためにJわDIにより消化されないが、鋳型DNAは消化されるため、これ
を除去することができる。この方法を用いることにより、鋳型DNAのライブラ
リーへの混入率を低下させることが期待された。今回、新規に　damメチル化と
制限酵素JわnI消化を用いた方法を用いたランダム化apo－NCS変異体遺伝子ラ
イブラリー作製法を確立した。本法により作製されたライブラリー中には鋳型
DNAと同様の塩基配列を持つクローンは確認されず、ランダム化ライブラリー
の有用な作製ツールとなることが示された。
続いて作製したランダム化遺伝子ライブラリーを用いファージディスプレイ・
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バイオパンニング法により、非天然クロモホア結合性apo－NCS変異体の単離・
選別を行い、その塩基配列を決定し分子モデリングを行った。今回の結果より、
GA－BSAコンジュゲートとの結合には、aPO－NCSの　LoopB及びLoopCの部位に
対する置換が関与していると示唆された。apO－NCSにおけるクロモホア結合領
域に関しては、NCS－Chr、EtdBrのように芳香環を持つ低分子が結合し得る可能
性があると考える。GA－BSAコンジュゲートにおけるapo－NCSに対する結合部位
としては、構造が類似しているステロイド同様（25）GAの3位から7位が結合する
と考えられるが更なる解析が必要であると考える。また分子モデリングの結果
より、各クローンにおいてapo－NCSの基本構造は保持され、アミノ酸側鎖の構
造が変化していることが予測された。このことから、クロモホア結合領域のア
ミノ酸を置換することは、apO－NCSの基本構造に大きな影響を与えないことが
示唆され、機能性人工蛋白質創製における基盤としてのapo－NCSの有用性が期
待される。
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第4章　総括
本研究では、タンパク質を基本骨格とした機能性人工タンパク質の創製を目
的とし、apO－NCS　における　NCS－Chrのパッキングキャリア機能に着目した。
apo－NCSのクロモホア結合ポケットを形成するアミノ酸側鎖の位置を制御し改
変することは、クロモホア程度の大きさの分子を改変アポタンパク質に捕捉さ
せることが可能であると考えた。そこでクロモホア結合領域を形成するアミノ
酸を遺伝子工学的に改変し、apO－NCS　を基本骨格とした、人工薬物結合性機能
性タンパク質創製のための基礎的検討を行い以下の成果を挙げた。薬物のモデ
ルリガンドとしては、多くの誘導体が知られており、タンパク質一低分子間相互
作用や結合様式に関する情報が得られやすいという観点から、低分子生理活性
物質でありオレアナン骨格を有するグリチルレチン酸（GA）を用いた。
①　apo－NCSにおけるクロモホア結合領域の1アミノ酸変異体として、apO－NCS
のポケット部分底部に位置する　Trp39をPhe、Phe52をTyrに、また
apo－NCS　のクロモホア結合ポケットの入り口部分に位置するアミノ酸で
あるSer98をそれぞれAla、Cys、Glyに置換したapo－NCSアミノ酸置換
体を作製した。それぞれのapo－NCSアミノ酸置換体について、蛍光法に
よる　apo－NCS　簡易評価系を用いて、擬似クロモホアである　EtdBr　と
apo－NCS変異体との結合能を評価した結果、天然型apo－NCSよりもクロ
モホアとの結合活性の高いapo－NCSアミノ酸置換体（S98G）が得られ、
apo－NCSアミノ酸改変による機能制御の可能性を示した。
②　Megaprimer PCR mutagenesis法、0Verlap extension PCR mutagenesis
法を用い、apO－NCSのクロモホア結合に関与する、領域A（Pro49－Ala50
－Asp51－Phe52）、領域B（Phe76－Leu77－Phe78－Asp79－Gly80）、
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領域C（Gln94－Val195－Gly96－Leu97－Ser98）の14アミノ酸側鎖
をランダムに改変した、ランダム化apo－NCS変異体遺伝子ライブラリー
を作製した。
③　新規に　Megaprimer PCR mutagenesis　法、OVerlap extension PCR
mutagenesis法に　dammethylation／PpnIdigestionを組み合わせたラン
ダム化ライブラリー作製法を開発しランダム変異導入効率良くランダム
化apo－NCS変異体遺伝子ライブラリーの作製に成功した。
④　ランダム化apo－NCS変異体遺伝子ライブラリーを用い、ファージディス
プレイ法によりGA反応性apo－NCS変異体を単離・選別した結果、GA反
応性が付加されたクローンC5－32、C5－37、C5T41、C5T54が得られた。こ
れにより、apO－NCSをアミノ酸置換することにより、天然型apo－NCSに
はない機能を付与しうることを示した。また、機能が変化しているにも
関わらず、クロモホア結合領域のアミノ酸を置換することは、apO－NCS
の基本構造に大きな影響を与えないことが示唆された。
本研究により、aPO－NCS　を改変することで、様々な特異性の変化した機能性
タンパク質の創製が可能であることが示された。本結果は今後、新規薬物輸送
系に展開されるなど新たな医薬素材として期待できると考える。
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第5章　実験材料及び方法
第1節　基礎実験
第1項　細胞
大腸菌XL－1Blue　存ecAl end41gyA96th1－1hsm17S哩E44TelAllac［F’
proABlaclqZA〟ノ5TnlO（Tetr）］
大腸菌BL21（DE3）pLysS（EcoIIB FJdcmon7PT HgdS（Jb‾鞄I galA（DE3）
［pLysS Camr］
第2項　試薬
試薬は、特に断りのない限り和光純薬の特級試薬を用いた。
第3項　大腸菌用液体培地
SB培地は、ポリペプトンS（日本製薬）30g、粉末酵母エキスS（日本製
薬）20g、MOPS（Sigma）10gを適当量の超純水に溶解し、10N水酸化ナ
トリウム溶液を用いpH7．0　とした後、超純水にて全量を1L　とし、121℃、
20分間、高圧蒸気滅菌に付し調製した。
SOC培地はポリペプトンS（日本製薬）20g、粉末酵母エキスS（日本製
薬）5g、塩化ナトリウム0．5g、塩化カリウム0．186g、を適当量の超純水
に溶解し、潰水酸化ナトリウム溶液を用いpH7．0とした後、超純水にて全量を
1L　とし、121℃、20分間、高圧蒸気滅菌に付した。冷却後、あらかじめ高圧
蒸気滅菌に付した1M塩化マグネシウム溶液2mL（最終濃度2mM）を加え、濾
過滅菌後の18（W／V）％D－グルコースを4mL（最終濃度4mM）無菌的に加え調
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製した。
LB培地は、ポリペプトンS（日本製薬）10g、粉末酵母エキスS（日本製
薬）5g、塩化ナトリウム10gを超純粋に溶解し、濃水酸化ナトリウム溶液を
用いpH7．0とした後、超純水にて全量を1Lとし、121℃、20分間、高圧蒸気
滅菌に付し調製した。
第4項　大腸菌用寒天培地（アガーディッシュ）
大腸菌用寒天培地は、大腸菌用液体培地400mLに寒天粉末を6g（最終濃度
1．5％）加え、121℃、20分間、高圧蒸気滅菌に付した後、無菌的にディッシュ
へ分注し、調製した。
第5項　ファージプラーク形成用寒天培地（ソフトアガー）
ファージプラーク形成用寒天培地は、400mLに寒天粉末を最終濃度0．75～0．85％
になるように加え、121℃、20分間、高圧蒸気滅菌に付した後、無菌的に分注
し、調製した。
第6項　大腸菌実験用抗生物質
大腸菌実験用抗生物質として、アンピシリン、カナマイシン、クロラムフェ
ニコール、テトラサイクリンを用いた。アンピシリンは100mg／mLとなるよう
に滅菌水に溶解し、濾過滅菌後、保存溶液とした。カナマイシンは50mg／mL
となるように滅菌水に溶解し、濾過滅菌後、保存溶液とした。クロラムフェニ
コールは34mg／mLとなるようにエタノールに溶解し、濾過滅菌後、保存溶液と
した。テトラサイクリンは5mg／mLとなるようにエタノールに溶解し、濾過滅
菌後、保存溶液とした。
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第7項　エレクトロポレーション用コンビーテントセルの調製
大腸菌XL－1Blueを、最終濃度10LLg／mLテトラサイクリンを含むLBアガー
ディッシュで一晩培養した。翌日シングルコロニーを拾い、最終濃度40いg／mL
テトラサイクリンを含むSB培地10mLに植菌し、37℃　で一晩培養した。こ
の培養液0．4mLを、最終濃度0．04M D－グルコースと、最終濃度0．01M塩化
マグネシウムを含むSB培地200mLに加え、OD6。。＝0。6を示すまで37℃で培養
した。続いてこれを20分氷上に静置した後、4℃、900X gで20分間の遠心
操作を行い、上清を除去後、得られた細菌ペレットを10％グリセロール50mL
へ懸濁した。続いて、遠心条件を4℃、1，500Xgで20分間、次いで4℃、2，500
Xgで30分間とし、同様の操作を繰り返した。最後に、4℃、3，000Xgで30
分間の遠心操作を行い、得られた細菌ペレットを3mL　の10％グリセロールへ懸
濁し、ドライアイス／エタノール中で冷却し、150－200ト止ずつ分注し、－80℃で
保存した。
第8項　エレクトロポレーション法
0．2cmギャップキュベット（Bio－Rad）及びEcollpulser（Bio－Rad）を用
い、70ドLの大腸菌液に対して2PLのライゲーション反応液を加え、2・5kVに
てエレクトロポレーションを行った後、3mLのSOC培地中37℃で1時間の振
塗培養を行った。
第9項　ヒートショック用コンビーテントセルの調製
大腸菌XL－1Blueを用いる場合は最終濃度10LLg／mLテトラサイクリンを含
むLBアガーディッシュ、大腸菌BL21（DE3）pLysSを用いる場合は、最終濃度
100LIg／mLクロラムフェニコールを含むLBアガーディッシュを用い、大腸菌を
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一晩培養した。翌日シングルコロニーを拾い、最終濃度40けg／mLテトラサイ
クリンを含むSB培地10mLに植菌し、37℃　で一晩培養した。この培養液
0。4mLを、最終濃度0．04M D－グルコースと、最終濃度0．01塩化マグネシウ
ムを含むSB培地200mLに加え、OD6。。が0．6を示すまで37℃で培養した。続
いてこれを20分氷上に静置した後、4℃、900X gで10分間の遠心操作を行
い、上清を除去後、細菌ペレットを冷0．1M塩化マグネシウム50mLへ懸濁し、
氷上にて　20分間静置後、4℃、1，500X gで10分間の遠心操作を行った。次
いで、得られた細菌ペレットを　0．1M塩化カルシウム　50mLへ懸濁し、氷上
にて　20分間静置後、4℃、2，500X g　で10分間の遠心操作を行った。得られ
た細菌ペレットを冷0．1M塩化カルシウム　3．2mLと冷0．8mL　グリセロール　の
混合液に懸濁した後、ドライアイス／エタノール中で冷却し、150－200トILずつ
分注し、－80℃で保存した。
第10項　ヒートショック法による大腸菌の形質転換
プラスミド1匹L　とヒートショック用コンビーテントセル40ドLを混合し、
氷上にて　20分静置した後、42℃、45秒で熱を加えヒートショックを行った。
SOC培地1rnL　を加え、37℃　で1時間放置し、回復培養を行った。
第11項　アガロースゲル電気泳動
1．0－3．0％ゲルには、電気泳動用アガロース（NacalaiTesque）を用い、TAE
バッファーに溶解し、エチジウムブロマイドを最終濃度0．125いg／mLになるよ
うに添加し、調製した。電気泳動はMupid－2（Advance）を用いた。TAEバッ
ファーは最終濃度40mM Tris－酢酸、最終濃度1mM EDTA、最終濃度20mM酢酸
溶液　となるように調製した。
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第12項　アガロースゲル精製
アガロースゲル精製は、Wizard SV Gel and PCR Clean－Up System（Promega）
を用いて行った。アガロースゲル電気泳動には、3％SeaKem GTG agarose（FMC
BioProducts）を用いて行った。
第13項　DNA塩基配列解析
DNA塩基配列解析は、ThermoCy5．0dyeterminatorsequencingkit（Amersham
Biosciences）あるいはDTCSQuickStartKit（BackmanCoulter）と、long－read
tower DNA sequencing system（Amersham Biosciences）あるいは　CEQ8000
（Backman Coulter）を用いて行った。
シーケンスプライマー
RSET A－F
RSET A－R
pJuFo－F
pJuFo－R
5（－CgCgaaattaataCgaCtCaC－3（
5（一gtttagaggCCCCaaggggttatg－3r
5，－CgCgaaCCtgCtgaaagaaa－3’
5（－ggCCagtgaattgtaataCga－3（
第14項　SDS－PAGE解析
SDSポリアクリルアミド電気泳動（SDS－PAGE）解析は、Laemmiliの方法（49）
に準じて行った。
第15項　分子モデリング
分子モデリングは、DNA塩基配列解析から推測したアミノ酸配列をもとに
SWISS－PROTにより行い、Swiss－PdbViewerプログラム及びPyMOLプログラムを
用いて確認した。操作は、以下のホームページのTutorialに従った。
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：／／www．ex ／swissmod／SWISS－MODEL．html
mol．sourcefore．net／
第2節　第2章付属実験
第1項　Site，directed mutagenesis
Two－StagemegaprimerPCR法（64）によりアミノ酸を置換したDNA断片を調製し、
pDrive cloning vector（QIAGEN）またはpGEM－T easyベクター（Promega）に
クローニングした。
変異プライマー
R49＿W39F　　5，－gCCagtgCgCatttgtggataCgggCgtgCtggCatgtaa－3，
R49＿F52Y　　5，－tggCatgtaaCCCggCggattatagCagCgtgaCCgCgga－3，
R49＿S98A　　5，qgccaggtgggcctggctgatgcggc－3，
R49＿S98C　　5，－gCCaggtgggCCtgtgCgatgCggC－3，
R49＿S98G　　5，－gCCaggtgggCCtgggtgatgCggC－3，
フォワードプライマー
RSET A－F　　　5，－CgCgaaattaataCgaCtCaC－3，
リバースプライマー
RSET A－R　　　5，－gtttagaggCCCCaaggggttatg－3，
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第1段階PCR組成
10mM Tris－HCl（pH8．3）
50　mM KC1
1．5mM MgC12
0．2　mM dNTPs
lト⊥M mutated prirner
O・5ドM RSET A－R primer
2．5units of TaKaRa Taq polymerase
O．5トIM template pR49DNA／100トIL reaction mixture
反応条件1
94℃　for120　seconds；1cycle
94℃　for30seconds，60℃　for60seconds，72℃　for30seconds；20cycle
第2段階PCR組成
10mM Tris－HCl（pH8．3）
50　mM KCl
l．5mM MgC12
0．2　mM dNTPs
2トLM RSET A－F primer
2．5　units of TaKaRa Taq polymerase
反応条件2
94℃　for120　seconds；1cycle
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94℃for30seconds，60℃for60seconds，72℃for30seconds；20cycle
72℃　for420seconds；1cycle
第2項　アミノ酸置換apo－NCS大腸菌発現ベクターの構築
pDrivecloningvector（QIAGEN）にクローニングされたDNAを制限酵素BandlI
及び伽月Iで処理した後、アガロースゲルからDNA断片を精製し、大腸菌発現ベ
クターpRSETA（Invitrogen）に挿入した。挿入された塩基配列を確認し、アミ
ノ酸置換apo－NCS発現ベクターを得た。
第3項　アミノ酸置換apo－NCSの誘導
クローン化したアミノ酸置換apo－NCS発現ベクターDNA　により大腸菌BL21
（DE3）pLysSをヒートショック法により形質転換し、最終濃度100pg／mLクロ
ラムフェニコールを含むLB／カルペニシリン・グルコース含有　アガーディッシュ
で一晩培養した。翌日、シングルコロニーを選択し、最終濃度100いg／mLクロ
ラムフェニコールを含む10mLのLB／カルペニシリン・グルコース含有培地（50
Pg／mLカルペニシリンと20mMグルコースを含有）に植菌し、37℃で一晩振塗
培養した。続いて、4℃、15，000Xgで2分間の遠心操作を行い上清を除去後、
細菌ペレットを注意深く抗生物質並びにグルコースを含まない10mLのSB培地
に再懸濁した後、100mLのSB培地に移し、OD6。。が1を示すまで37℃で振塗培
養した。IPTGを最終濃度0．5mMになるように添加後、30℃で4時間振造培養
を続けた。遠心操作（4℃、6，000X g、10分間）により大腸菌ペレットを回
収し、5mLのB－PER（PIERCE）で溶菌させた。次に、超音波処理（最大出力、0℃、
2秒で10回、TOMYUltrasonicDisruptor，TOMYSeiko）した遠心操作上清（4℃、
15，000Ⅹg15分間）を－20℃で一晩保存し、再び遠心操作を行って得た遠心上
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清を粗抽出液として得た。
第4項　Ni－キレートカラムを用いた組換えapo－NCSの粗精製
S98T／pRSET A由来のタンパク質のN末にはポリヒスチジン配列（His－tag）
が付加されているため、はじめにNi2十一HiTrap chelating column（Amersham
Biosciences）を用いて粗精製した。
すなわち、10mLのB－PERで平衡化したカラム（1mL）に第3項で得た粗抽
出液（0．45pmフィルターでろ過）を負荷し、10mLのB－PERで洗浄した。続
いて、5。Lの溶出液1（80mMイミグゾール及び0．125M塩化ナトリウム含有
0．02Mリン酸緩衝液（pH7．4））、及び5mLの溶出液2（300mMイミグゾール
及び0．125M塩化ナトリウム含有0．02Mリン酸緩衝液（pH7・4））によりカ
ラムに結合したタンパク質を溶出した。目的のアミノ酸置換apo－NCSは、溶出
液2に回収された。
第5項　ヒスタグ配列の除去並びに精製
第4項で得た画分を0．05M塩化ナトリウム、0．002M塩化カリウムを含有
する0．02MTris－HCl（pH8．0）緩衝液に4℃、一晩透析した。続いて、150pg
のタンパク質に対して1unitのエンテロキナーゼ（Stratagene）を添加し、
37℃で17時間反応させた。STlagarose（Stratagene）によりエンテロキナー
ゼを除去した後、SDS－PAGE解析を行った。
第6項　EtdBrを用いた蛍光偏光度測定法
ェチジウムブロマイド（EtdBr）を用い、励起波長488nm及び放射波長617
nmについてBeacon2000Fluorescence Polarization System（PanVera）によ
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り蛍光偏光度（mPU）並びに蛍光強度（IT）を同時に測定した。すなわち、専用
の　borosilica grass tube（6　Ⅹ　50　nm，PanVera）に　20　LIL　の　BEACON
BGG／phosphatebuffer（pH7．4）（PanVera）並びに種々の濃度に調製し精製した
組換えapo－NCSタンパク質、最終濃度0・53pMEtdBrを加え混合し総量120pL
とし、10分間、25℃で反応させた。続いて蛍光偏光度並びに総蛍光強度を測定
した。データの解析には、GraphPadPrism（GraphPadSoftware）を用いた。た
だし、［LF］は結合していないリガンド濃度、［LT］はレセプターの総濃度、［LT－B］
は結合していないレセプターの濃度、そして［B］は結合したリガンド・レセプター
複合体濃度、K。は解離定数、n＝slopeはHill定数を示す。
LoglB／（RT・B）］＝（r°gLF）・logKD
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第3飾　第3章付属実験
第1項　damMethylase，制限酵素伽Iを用いたランダム化apo－NCS変異体
遺伝子ライブラリーの作製
MegaprimerPCR法（50）とoverlapextensionPCR法（42．44）にdamMethylation
とPpDIdigestionを組み合わせ（45）、クロモホア結合領域の14アミノ酸をラ
ンダム化したDNA断片を調製し、pDrivecloningvector（QIAGEN）にクロ‾ニ
ングし、シークエンス解析を行った。
ンダム変異プラ イマー
ncs－aF　　　5，，gCtggCatgtaaCnnnnnnnnnnnnagCagCgtg－3T
ncs，bF　　　5，－ttgaaggCnnnnnnnnnnnnnnCaCCCgCtgggg－3r
ncs－CIR
5，－ttgCCCgCCgCatCnnnnnnnnnnnnnnngCatgCCgCCgtCg－3（
フォワー ドプライマー
RSET A－F　　5，－CgCgaaattaataCgaCtCaC－3（
バースプライマー
RSET A－R　　5，－gtttagaggCCCCaaggggttatg　－31
第1段階PCR組成
10mM Tris－HCl（pH8．3）
50　mM KCl
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1．5mM MgC12
0．2　mM dNTPs
2pM mutated primer
l LIM RSET A－R primer
lO units of TaKaRa Taq polymerase
400ng template pR49DNA／100トIL reaction mixture
反応条件1
94℃　for120seconds；1cycle
94℃for30secconds，58℃for30seconds，72℃for30seconds；25cycle
72℃　for120seconds；1cycle
第2段階PCR組成
10mM Tris－HCl（pH8．3）
50　mM KC1
1．5mM MgC12
0．2　mM dNTPs
Megaprimer（ncs＿aF／RSET A－R，Or nCS＿bF／RSET ATR）200ng
Megaprimer（RSET A－R／ncs＿CIR）200ng
5units of TaKaRa Taq polymerase
lOOトLL reaction mixture
反応条件2
94℃for120seconds；1cycle
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94℃for60seconds，58℃for120seconds，72℃for60seconds；2cycle
72℃　for120　seconds；1cycle
第3段階PCR組成
2nd stage solutionlOOトIL
2トLM RSET A－F primer
2トIM RSET A－R primer
反応条件3
94℃　for120　seconds；1cycle
94℃for30seconds，58℃for30seconds，72℃　for30seconds；25cycle
72℃　for420　seconds；1cycle
第4段階PCR組成
10mM Tris－HCl（pH8．3）
50　mM KC1
1．5mM MgC12
0．2　mM dNTPs
lO units of TaKaRa Taq polymerase
template（mutated DNA of region A and region C or mutated DNA of region
B and region C）200ng
4pM mutated primer（ncs＿bF primer or ncs＿aF primer）
2トLM RSET ATR primer
50ト止reaction mixture
－50－
反応条件4
94℃　for120seconds；1cycle
94℃for30seconds，58℃for60seconds，72℃for30seconds；15cycle
第5段階PCR組成
4th stage solution
lO mM Tris－HCl（pH8．3）
50　mM KC1
1．5mM MgC12
0．2　mM dNTPs
8トLM RSET A－F primer
lOO LIL reaction mixture
5　units of TaKaRa Taq polymerase
反応条件5
94℃　for120seconds；l cycle
94℃for30seconds，58℃　for60second，72℃　for30seconds；25cycle
72℃　for420　seconds；1cycle
第2項　GA－BSA conjugateの調製
GA－glycine（ミノファーゲン製薬より提供）10mg　を80％　ジオキサン2mL
に　溶　解　　し　、　N－hydroxysuccinimide　　2．6　　mg　、　EDC
［卜ethy－3－（3－dimethylaminopropyl）carbodiimide hydrochloride］7．6mg　を
加え、室温で2時間撹拝した。精製水8mLを加え、酢酸エチルで抽出し、も
う一度蒸留水で酢酸エチル相を洗浄した後、MgS04で吸湿し、吸引により乾燥
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させた。
反応物を0．5mLのピリジンに溶解し、PBSO．5mLで溶解したBSA13mgを
加え、24時間、4℃で撹拝した。12時間ごとに25％、15％、10％、5％、0％と濃
度を変えたピリジン溶液で、4℃条件下で透析を行った。
第3項　ファージディスプレイ型ファージミドベクターpJuFoにおけるランダ
ム化apo－NCS変異体遺伝子ライブラリーの構築
第5章第3節第1項で得られた各PCR増幅断片をBa劇I（3units／LlgDNA）
及び伽DI（3units／LlgDNA）処理し、アガロースゲルから精製した。精製した
断片を順次ファージディスプレイ型ファージミドベクターであるpJuFoDNA（Dr．
Crameriより恵与された）に挿入し、NCSrandom／pJuFoライブラリーを作製し
た。ライゲーション反応には、T4DNAligase（NewEnglandBiolabs）を用い、
ルーチンプロトコルでは16℃で8時間の反応を行った。大腸菌の形質転換には
エレクトロポレーション法を用いた。
本培養液を最終濃度50pg／mLカルペニシリンを含むSB培地に加え、37℃で
一晩培養し、翌日プラスミドDNAをWizardPlus SVMiniprepDNAPurification
System（Promega）を用いて調製した。
第4項　VCSM13ヘルパーファージの調製
大腸菌XL－1Blueを、最終濃度40Llg／mLテトラサイクリンを含むLBアガー
ディッシュで一晩培養した。翌日シングルコロニーを拾い、最終濃度10ドg／mL
テトラサイクリンを含むSB培地10mLに植菌し、37℃で一晩培養した。この
培養液にVCSM13ヘルパーファージを感染させ、37℃で2時間培養した。この培
養液10mLを最終濃度10pg／mLテトラサイクリンと最終濃度70Llg／mLカナマ
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イシンを含むSB培地500mLに移し、37℃で一晩培養した。翌日、4℃、6，000X
gで15分間遠心操作をし、この上清を70℃にて25分間培養した後、4℃で保
存した。
第5項　ファージディスプレイ
第5章第3節第3項で構築したNCS random／pJuFoライブラリー1LLgを大
腸菌XL－卜Blue細胞にエレクトロポレーション法により導入し、大腸菌を形質
転換させた。ヘルパーファージVCSM13　でファージディスプレイした後、PEG
法にてファージを濃縮した。すなわち、エレクトロポレーション法により形質
転換した大腸菌の3mL SOC回復培養液に7mLのSB培地（20Llg／mLカルペ
ニシリン及び10トLg／mLテトラサイクリンを含有）を加え、37℃で1時間培
養した（一部を用いてライブラリーカ価を測定）。次に、さらに10mL　のSB培
地を加え、カルペニシリンとテトラサイクリンの濃度をそれぞれ100LLg／mL並
びに10いg／mLに調製し、37℃で1時間振塗培養した。ヘルパーファージを最
終力価1010pFU／mL　になるように加え、37℃で2　時間振塗培養した後、カナマ
イシンを最終濃度50いg／mLになるように加え、30℃で一晩振塗培養した。翌
日、6，000X gで15分間（4℃）の遠心上清20　mL　に5mL　のPEG／NaCl溶液
（2．5M NaCl，20％（W／v）ポリエチレングリコール6000）を加え、氷上に30分
間放置した後、4℃、6，000X gで5分間遠心し、PEG沈殿物を得た。PEG沈殿
物をファージ希釈液（1％BSAを含むPBS）に懸濁後、4℃、15，000Xgで5　分間
遠心し、その上清をファージライブラリー液とした。
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第6項　グリチルレチン酸－BSAコンジュゲート（GA－BSA）を用いたバイオパン
ニング
GA－BSA（0．1～1pg／well）で固相化した96－WellELISAプレートを1％BSA－PBS
で37℃、1時間ブロッキングし、続いてファージライブラリ液を50LILずつ添
加し、37℃で2時間反応させた。PBSで5回洗浄した後、各ウェルに50トILの
0．1M glycine－HCl（pH2．2）の溶出液を添加し、室温で10分間反応させた。
各ウェルを10回ピペッティングし、溶出液50トILを3トI Lの2M Tris－baseを
添加したチューブにそれぞれ回収し、混和後、一本のチューブに合わせ、プレー
トに結合していたファージを回収した。本操作で得られたファージ液（100トIL）
を大腸菌XL－1Blue新鮮培養液（2mL）に添加し、室温で15分間放置した
（ファージカ価はこの反応液から求めた）。続いて、37℃に加温した8mLのSB
培地（最終濃度20ドg／mLカルペニシリン、10pg／mLテトラサイクリン）を加
え10mL培養液とし、37℃で2時間振造培養した。その後、最終濃度100pg／mL
になるようにカルペニシリンを加え、さらに1時間振塗培養した。ヘルパーファー
ジを1011pFU（最終力価1010pFU／mL）になるように加え、37℃で1時間振畳培
養した後、カナマイシンを最終濃度50いg／mLになるように加え、30℃で一晩
振塑培養した。翌日、6，000x gで15分間（4℃）の遠心上清20mLに5mL
のPEG／NaCl溶液（2．5M NaCl，20％（W／v）ポリエチレングリコール6000）を加
え、氷上で30分放置した後、4℃、6，000xgで15分間遠心し、PEG沈殿物を
得た。PEG沈殿物をファージ希釈液に懸濁後、4℃、15，000xg　5分間遠心し、
その上活を次のパンニングに用いるファージ液とした。
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第7項　ファージELISA用apo－NCS変異体提示ファージの調製
カルペニシリンプレートより単一コロニーを採取し、3mLのSB培地（5rng／mL
テトラサイクリン6pL、100mg／mLカルペニシリン1．5pLを含む）へ植菌、
37℃にて6時間振塗培養した後、VCSM13ヘルパーファージを1011pFU（最終
力価1010pFU／mL）になるように加え、37℃で1時間振塗培養した後、カナマ
イシンを最終濃度50Pg／mLになるように加え、30℃で一晩振造培養した。翌
日、6，000X g、4℃で15分間し、その上清をファージ溶液試料とした。
第8項　ELISAによる抗GA－BSA apo－NCS変異体提示ファージの反応性の確認
GA－BSA（0．1～1トIg／well）で固相化した96－WellELISAプレートを1％BSA－PBS
で37℃、1時間ブロッキングし、apO－NCS変異体を提示したファージを50PL／well
ずつ添加し、37℃にて1時間培養した。その後、PBSにて3　回、プレートミキ
サーにて　5秒振塗して洗浄し、2，500倍希釈した　HRP／Anti－M13monoclonal
conjugate溶液を50LIL／wellずつ添加し、37℃にて1時間培養した。続いて
PBSにて3　回、プレートミキサーにて5秒振塗して洗浄し、1mg／mL OPDを加
えた0．05M酢酸溶液（pH5．0）を25直／wellずつ添加し、室温にて15分間
発色させ、吸光度490nmをプレートリーダーにて測定した。この際、対照とし
て吸光度650nmを同様に測定し補正した。
第9項　制限酵素BstUI　を用いたDNA消化断片解析　（BstUI　フィンガープリ
ンティング）
プラスミドDNAの解析に、βざ祀I　フィンガープリンティングを行い、個々の
クローンを識別するための指標とした。2トIgのDNAに対して20unitsのBstUI
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（NewEnglandBiolabs）を加え、37℃で2　時間反応した。その後、常法に従っ
て反応生成物を3％アガロースゲル電気泳動に付し、DNA断片のラダーパターン
を比較した。
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